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研究成果の概要（和文）：神経膠腫（グリオーマ）発生機構のうちエピゲノム制御の異常に起因するものに焦点
をあて、DNAメチル化制御異常に伴うハイドロキシメチルシトシン(5-hmc)の変化をOxidative Bisulfite(OxBS)
法にて測定した。特にIDH遺伝子変異をもつグリオーマの悪性転化時の変化を解析したところ、悪性転化と関連
した能動的脱メチル化領域が同定された。また、さらなる解析により、この能動的脱メチル化が共通の転写因子
と関連しており、これに伴って、がん関連遺伝子の転写が制御されていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The epigenetic deregulation of gliomas was studied to reveal the mechanism 
of gliomagenesis. Changes in 5-hydroxymethylcytosine (5-hmc), which accompany the deregulation of 
DNA methylation, were analyzed using the Oxidative Bisulfite (OxBS) method. Analysis of changes in 
5-hmc during the malignant progression of IDH-mutant gliomas revealed actively demethylated regions 
(AcDRs) that are potentially associated with malignant changes. Further analysis demonstrated these 
AcDRs to be related to common transcription factors and that these AcDRs regulate the expression of 
cancer-related genes.

研究分野： 脳腫瘍

キーワード： エピゲノム　メチル化　ヒドロキシメチル化　腫瘍発生　悪性化

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年注目を浴びているエピゲノム制御破綻に起因する腫瘍発生機構のうち、特にこれまであまり解析されていな
いハイドロキシメチルシトシンの変化を測定することで明らかにした。また、今回Tab-chip法に代わり使用法を
確立し有用性を示したOxBS法は、今後の研究にも役立てられると考える。また、神経膠腫（グリオーマ）悪性化
に伴う脱メチル化の一部では、能動的脱メチル化が生じていることを明らかにし、その制御機構解析により、新
たな腫瘍化機構解明と治療法開発につながる可能性のあるデータを創出した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
神経膠腫（グリオーマ）は、あらゆる治療に抵抗性であり、なかでも高頻度の膠芽腫に至って

は、生存期間は 1年余りでしかない。研究代表者は、これまで 15 年以上にわたり、この難治な
グリオーマの病態把握と治療法開発のため、各種オミクスデータ解析を基軸に研究に取り組ん
できた。例えば、その多様な遺伝子変異の解析(Ueki K, et al. Clin Cancer Res 2002) や、マ
イクロアレイでの遺伝子発現プロファイル解析を施行(Mukasa A et al. Oncogene, 2002; Brain 
Pathology, 2004）。さらに、米国 LICR, Dr. Cavenee 研究室においては、functional なデータ
との統合解析のため、大規模発現データやパスウェイ解析データを cross-reference すること
で治療標的を絞り込むといったアプローチを試みた(Huang PH, Mukasa A et al. PNAS 2007), 
(Mukasa A et al. PNAS 2010), (Li M, Mukasa A et al. J Exp Med 2011)。その後は、メチル
化プロファイル異常と関連の深い Isocitrate dehydrogenase(IDH)遺伝子（IDH1/IDH2）変異を
日本の多数症例のゲノム解析での報告や（Mukasa A, et al. Cancer Sci 2012）、東大先端研・
ゲノムサイエンス部門との共同研究のもと、ヒストン遺伝子変異に伴うエピゲノムの特徴的変
化を報告した(Aihara K, Mukasa A et al. Neuro-Oncol 2014)。また、次世代シークエンスに
よる海外との大規模ゲノム解析での共同研究では、低悪性度神経膠腫の多様性を示すなどして
きた（Johnson BE et al. Science 2014）。さらに、その後の解析にて悪性転化に伴う特徴的な
脱メチル化変化(Nomura M et al. Sci Rep 2019)や、小脳グリオーマの特徴的なエピゲノム異
常（Nomura M et al. Acta Neuropathol 2017）を見出している。 
今回、以上のようなゲノム・エピゲノムプロファイル解析の経験と、近年施行してきた研究の

未発表であるが重要な新規知見に基づき、その研究・発見をさらに発展させるため、TAB-chip 法
を中心に新たなエピゲノム解析手法を取り入れた、さらなる研究の立案に至った。 
 
２．研究の目的 
グリオーマ発生機構として遺伝子異常に起因したエピゲノム制御の破綻が明らかになりつつ

あるが、エピゲノム異常から腫瘍化への道筋はいまだ十分に解明されておらず、その治療標的も
不明瞭なままである。今回、近年開発されたゲノム DNA メチル化制御異常に伴うハイドロキシメ
チルシトシン(5-hmc)の変化を効率的に多数のプローブで測定する TAB-chip 法を主軸に、これ
に ChIP-Seq でのクロマチン動態解析、DNA メチル化解析、遺伝子発現解析などを組み合わせて
統合解析することで、a) IDH 遺伝子変異に伴う腫瘍化、b)ヒストン H3 K27M 変異に伴う腫瘍化、
c) 新たに小脳グリオーマに見出したクロマチン制御遺伝子異常に伴う腫瘍化、d) 二次性膠芽
腫の悪性化機構、など現在未解決の重要な問題の原因解明に迫り、それらを基にした画期的治療
法に導くことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（1）グリオーマの発生機序を明らかにするため、エピゲノム制御破綻が病態に関わると考える
脳腫瘍臨床検体、つまり a) IDH 変異を有する腫瘍、b) H3 K27M 変異を有する腫瘍、c) 小脳発
生でクロマチン制御遺伝子変異を有する腫瘍、d) 二次性膠芽腫、及びこられの細胞株（細胞モ
デル）・腫瘍幹細胞を、TAB-chip を中心とした新規エピゲノム解析法にて解析する。 
（2）これまでに収集した、または新たに取得した遺伝子発現データ、メチル化データなどと統
合解析を行い、エピゲノム制御が異常なゲノム DNA 領域を特定する。 
（3）エピゲノム制御破綻により異常をきたした分子（遺伝子）やパスウェイにつき、該当の細
胞・動物モデル等を用いて機能検証を行う。さらに、その阻害に有効な薬剤のスクリーニングに
よる抽出と有効性評価を行い標的療法薬を開発する。 
 
４．研究成果 
  前述の研究目的・方法のうち、特に IDH 遺伝子変異に伴う腫瘍化と二次性膠芽腫の悪性化機構
の解明に焦点をあてて研究を遂行した。 
IDH 遺伝子に変異を持つ神経膠腫(glioma)の一群(IDH-mutant glioma)は、経過中に高頻度に

悪性転化を起こし、死に至る事で知られる。悪性転化を引き起こす要因に関しては、特定遺伝子
の amplification や deletion、細胞の分化障害などが指摘され多くの研究がなされてきたが、
単一の原因は特定されず未だ全貌は明らかになっていない。我々は独自の先行研究に基づき、悪
性転化に伴う DNA のメチル化変動及びヒドロキシメチル化変動、またそれに伴う遺伝子発現の
変化が悪性転化の一因になっていると予想し、悪性転化に伴う DNA ヒドロキシメチル化変動と
遺伝子発現変動を解析する事で悪性転化機構の解明を試みた。 
 

（1）まず、東京大学医学部附属病院脳神経外科・熊本大学病院脳神経外科や共同研究施設にお
いて手術を受けた神経膠腫腫瘍検体 DNA に定期的にサンガーシークエンスを実施し、IDH-mutant 
glioma の DNA の追加収集を継続した。そして、これら IDH-mutant glioma の DNA 及び、U87、
BT142 等の脳腫瘍細胞株の培養で得た DNA 等に対し EPIC methylation array (Illumina)を用い
てゲノム上約 85万箇所の DNA メチル化及びヒドロキシメチル化を評価した。さらに、これら検



体に対し、これまでに確立した Tet-assisted bisulfite(TAB)-chip 法によるヒドロキシメチル
シトシンの測定を行うこととしたが、新たに可能となったOxidative Bisulfite(OxBS)法の方が、
より正確にこれを測定できる可能性が生じた。ヒドロキシメチルシトシンの正確な測定は本研
究において極めて重要なため、まずは、凍結保存された TET 酵素を DNA 酸化反応に用いる TAB
法、及び、金属触媒を酸化反応に用いる OxBS 法の両者を詳細に比較検討することとし、実際に、
OxBS 法の方が安定して確度の高い反応が起きる事を確認できた。 

図：OxBS 法の原理とメチル化アレイを用いた網羅的 DNA  5hmC 解析 
 
 
（2）IDH 遺伝子変異を持つ神経膠腫の一群（IDH-mutant glioma）の悪性転化機構に関し、悪性
転化に伴う DNA のメチル化変動及びヒドロキシメチル化変動、それに伴う遺伝子発現の変化を
解析する事で悪性転化の機序の解明を試みた。 
5 症例の astrocytic glioma 悪性転化症例を解析対象とし、悪性転化前後の手術検体より DNA・

RNA を抽出した。DNA に対して Oxidative Bisulfite（OxBS）法を用いて酸化処理を行い 5-ヒド
ロキシメチルシトシン（5hmC）を可視化した上でメチル化アレイ（Infinium_EPIC）施行した。 
悪性転化前後の DNA メチル化、ヒドロキシメチル化状態を比較したところ、5 症例において

悪性転化時、共通して能動的脱メチル化を認める 3120 箇所の CpG 領域（能動的脱メチル化領
域, actively demethylated regions: AcDR）が同定された。5症例に共有された 3120 箇所と
いう CpG 数は、偶然による共有が見込まれる CpG 数 831 箇所より有意に多く（Binomial test, 
p <2.2e-16）、この領域は悪性転化時、何らかの生物学的理由に基づき特に優先的に能動的脱
メチル化が起きている可能性がある。 

図：受動的・能動的脱メチル化と、脱メチル化前後の 5hmC の増減 
受動的脱メチル化と能動的脱メチル化前後の 5hmC を比較すると、受動的脱メチル化
領域では 5hmC が徐々に減少していくのに対し、能動的脱メチル化領域では脱メチル
化後に 5mC が減少し、5hmC が増加する。 

 
 
（3）これまでに、悪性転化に伴い優先的に能動的脱メチル化が起きる 3120 箇所の CpG 領域（能
動的脱メチル化領域, actively demethylated regions: AcDR）を同定しているが、領域的特徴
としては、AcDR は open sea 領域及び intergene 領域に多く分布していた。 
 



 

図：5症例における能動的脱メチル化共通領域の概念図 
症例 MT2 を例示したが、各症例の能動的脱メチル化レベルが正のプローブのなかで上位
50%（赤色部分）を抽出し、そして 5症例全てで赤色部分に該当している共有プローブ（青
色部分：Actively Demethylated Regions, AcDR）を抽出したところ、3120 プローブ存在
した。この 3120 プローブの属する遺伝子数は 2647 遺伝子であった。 

 

 
図： AcDR が存在する遺伝子領域 
AcDR に属するプローブが位置している遺伝子上の位置の偏りを示した。CpG アイランド
との関連に関しては、AcDR に属するプローブは open sea 領域に有意に多く存在してお
り、island 領域には少ないことが分かる。転写開始点との関連では、AcDR に属するプロ
ーブは intergene 領域に多く存在していることが分かる。(Fisher’s exact 
probability test) 

 
遺伝子領域に AcDR を含む遺伝子は 2647 あり、パスウェイ解析を行うと同遺伝子群には

Pathways in cancer や Hippo signal 経路といった癌関連経路の遺伝子が有意に濃縮していた。
この中で転写因子をコードする遺伝子は 2647 中 140 遺伝子であり、この遺伝子群には
Transcriptional misregulation in cancer などの癌関連経路の遺伝子がさらに有意に濃縮して
いた。これらの事から、悪性転化時に一部の癌関連遺伝子で優先的に能動的脱メチル化が起きて
いる可能性が示唆された。 



 

図：AcDR のプローブが属する 2647 遺伝子の KEGG pathway 解析 
上: 2647 遺伝子全てを用いて解析した結果 
下: 2647 遺伝子で転写因子をコードする遺伝子のみを抽出（140 遺伝子が該当）し、
解析した結果 

 
（4）遺伝子領域に AcDR を含む 2647 遺伝子の中で、悪性転化に伴い発現変動が起きた遺伝子は
322 あった。この 322 遺伝子は 380 の AcDR を擁しており、その全 AcDR において、能動的脱メチ
ル化の変化と、属する遺伝子の発現変化を相関解析した。結果、380 中 113 の AcDR でその能動
的脱メチル化の亢進と遺伝子発現が相関（Pearson‘s correlation test, | r | > 0.5）してい
た。AcDR の能動的脱メチル化亢進と属する遺伝子の発現が正の相関をしている AcDR と負の相関
をしている AcDR があったが、負の相関をしている AcDR は、gene body 及び intergenic 領域に
多く分布する傾向があった。公開されている IDHmt glioma の H3K27ac_ChIP 情報を元に、同 113 
AcDRの中で遺伝子制御領域に該当すると考えられるAcDRを抽出し、周囲の塩基配列に対しmotif 
解析を行ったところ、SP1-like transcription factors に属する転写因子の結合 motif が有意
に濃縮していた。これらの事から、特定の遺伝子群がある時点で能動的脱メチル化を受け、結果
的に共通の転写因子を介してその発現を変化させる事が IDH-mutant glioma の悪性転化の一因
になる可能性が示唆された。本研究は神経膠腫悪性転化機構の研究に新たな展望をもたらした。 

 
図：AcDR の絞り込み過程と Motif 解析のフローチャート 
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